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Beschreibung 

Humane Leukocyt n-lnterferone, mit a 1f a 2 . ft, fo. fo. 7i. 72. 73. 74 und 7s bez 'chn t und aus 
Virus-induzierten Leukocyten normaler und leukamischer Spender gewonnen, sind bis zur H mogenitat 
gereinigt worden (vgl. U.S.P. 4,289,690 vom 15.9.81). Kurzlich wurde die rekombinante DNS-Technologie 
zur mikrobiellen Herstellung einer Reihe verschiedener humaner Leukocyten-lnterferone (IFN-a) mit 
5 einer Homologie ihrer Aminosauresequenzen in der Grossenordnung von 70% angewandt (vgl. Nature 
290, 20-26 [1981]). Spezifische, in dieser Publikation genannte rekombinante Hu man-Leu kocyten- 
Interferone (riFN-a) sind rIFN-aA, B, C, D, E f F, G und H. In der deutschen Offenlegungsschrift 
* No. 31 25 706 wurden zusStzlich die Spezies rlFN-al und rlFN-aJ beschrieben. Schliessllch 1st In der 
deutschen Offenlegungsschrfit No. 31 44 469 die mikrobielle Herstellung via rekombinanter DNS-Techno- 
10 logie von hybriden Leukocyten-lnterferonen beschrieben, belspielsweise von 
riFN-a A 141 D 93 _ 16 6 i D^ Ag^os ; A^ D^-iee ; 
D1-63 Ag^^s ; A^ 693.166 I Fg3. 166 ; 

Ai-91 G 33-1 66 I A^lSO ^151-165 * ^92-165 J 

B]-92 D93. 166 ; B v92 F93-I66 * ^ 93-166 '* 

15 D^ 2 Bxmsq J D^gg F 93-1 66 I ^ 93-1 66 t 

^1-02 Ag2. 16 5 I ^1-92 Bg^tee I ^1-92 ^93-1 66 I 
^1-92 G93-I68 * Und i,. 161 A 16a . 188 . 

Die vorstehend genannten naturlichen, rekombinanten und hybriden Human-Leukocyte n-lnterferone 
reprasentleren eine Gruppe von Proteinen, die die Elgenschaft besitzen, ihre Zielzellen virusresistent zu 
20 machen. Daruberhinaus konnen diese Interferone die Zellproliferation hemmen und die Immun-Antwort 
modulieren. Diese Eigenschaften haben dazu gefuhrt, dass rlFN-otA und rlFN-aD als therapeutische Mittel 
zur Behandlung viraler Infektionen und neoplastischer Erkrankungen klinisch gepruft werden. 

Die Kristallisatlon einer Substanz ist elnes der klassischen Kriterien fur Homogenitat. Ausserdem 
kann die Krlstallisation selbst einen wertvollen Reinigungsschritt darstellen. Die Verfugbarkeit groBerer 
25 IFN-a-Kristalle wird schliesslich erlauben, die Tertiarstruktur des Interferons durch Rdntgenstrukturana- 
lyse aufzuklaren. 

Obgleich bisher verschiedene Techniken zur Kristallisatlon von Proteinen entwickelt worden sind, 
existiert bis heute noch kein Verfahren, das generell verwendet werden konnte und viele Proteine 
konnten noch nicht kristallisiert werden. Die Kristallisatlon von Proteinen ist daher noch immer ein 
30 Problem, das sich nicht durch theoretische Ueberlegungen altgemein iosen lasst sondern nur von Fall zu 
Fall durch Ausprobieren. 

Die gangigste Methode besteht dabei im Zusatz eines Kristallisationsmittels zur wassrigen Proteinlo- 
sung, ublicherweise eines Salzes, wie Ammoniumsurfat oder -citrat, oder eines organischen Losungsmit- 
tels, wie Ethano! oder 2-Methyt-2,4-pentandiol. Mit derartigen Mitteln konnte IFN-a jedoch nicht 
35 kristallisiert werden. 

Ein sehr vielseitiges Kristallisationsmittel ist Polyethylenglykol (PEG), das einige Charakteristika der 
Saize und der organischen Ldsungsmittel miteinander verbindet. Vgl. hierzu K. B. Ward et a!., J. Moi. Biol. 
98, 161 (1975) und A. McPherson. Jr., J. Biol. Chem. 251., 6300 (1976). Es wurde nun gefunden, dass 
PEG. insbesondere PEG 4000. erfolgreich zur Kristalllsation der vorerwahnten Interferone, vorzugsweise 
40 von rIFN-aA, verwendet werden kann. 

Die vorliegende Erfindung betrrfft daher Hu man-Leu kocyten-lnterferon in kristalliner Form, dieses 
enthaitende pharmazeutische Praparate und ein Verfahren zu dessen Herstellung, das darin besteht, dass 
man eine wassrlge Interferon-Losung mit einer Konzentration von mindestens etwa 0,2 mg/ml mit PEG 
behandelt. 

45 Die als Ausgangsmaterial fur das erfindungsgemasse Kristaliisationsverfahren dienenden Interferone 
konnen nach bekannten Verfahren erhalten werden, bei denen sie in im wesentiichen homogener Form 
anfallen. Zu dlesen Verfahren gehoren die HPLC (s. U.S.P. 4,289,690). die Afflnitatschromatographie an 
monoklonalen IFN-a-Arrtikorpern auf einem Tragermaterial (s. z. B. T. Staehelin et a!., J. Biol. Chem. 256, 
9750-9754 [1981]) und andere Methoden, die das Human-lnterferon in genugender Reinheit (> 95 %) und 

so Konzentration (> 0,2 mg/ml) liefern. 

Es gibt mehrere Grunde fur die Bedeutung, die die vorliegende Erfindung besitzt. Wie bereits oben 
erwahnt wurde, stelit die Kristallisation einen zusatzlichen Reinigungsschritt dar, bei dem Verunreini- 
gungen, die mittels HPLC Oder konventionelier Saulenchromatographie nicht entfernt werden k6nnen. 
eliminlert werden. Daruberhinaus kann kristallines Interferon bei Zimmertemperatur aufbewahrt und 

55 versandt werden, da es keine Protease-Verunreinigungen mehr enthalt. Schliesslich kann auf diese Weise 
eine teiiweise Denaturierung. die mit einem Aktivrtatsverlust verbunden ist und die beisplelsweise bei 
Lyophilisation beobachtet wird, vermieden werden. 

Im folgenden Beispiel ist die Kristallisation eines Human-Leukocyten-lnterferons. namlich des rlFN- 
aA, beschrieben. In analoger Weise konnen andere Human-Leu kocyte n-lnterferone mit einem hohen 

60 Grad von Sequenzhomo logie kristallisiert werden. 

B ispiel 

rIFN-aA (4 ml, 0,2 mg/ml) wurde bei 4°C fiber Nacht gegen 0,01 M wassrige HEPES (N-2- 

2 



/ 



0 083 734 



Hydroxyethylpiperazin-N'-a-ethan-sulfonsaure), mlt NH 4 0H auf pH 7,1 eingest Jit, dialysiert. Die Ldsung 
wurde funfmal durch Eindampfen konzentriert und geg n 0,01 M HE PES (pH 7,1) redialysiert bis zu einer 
Konzentration von 5 mg/ml. Die Endkonzentration wurde UV-spektrophotometrisch ermittelt. 

Eine Glastupfelplatte mit 9 Vertiefungen wurde durch Eintauchen in eine 5 %ige (V/V) Losung von 
5 Dimethyldichlorsllan in CCI 4 und anschliessendes Erhitzen auf 180 °C sii ikon iert. Sie wurde mit Wasser 
gewaschen und nochmals erhitzt. In jede von 4 Vertiefungen wurden 20 \l\ Interferon losung gegeben und 
soviet einer NaN 3 -haltlgen (0,5 mg/ml) PEG 4 000-Ldsung (200 mg/ml), dass die Endkonzentrationen an 
PEG jeweils 20, 40, 60 und 100 mg/ml betrugen. Die Tropfchen wurden sofort mit einer Mikropipett 
verruhrt und die Tupfelplatte wurde uber eine Ldsung von PEG 4 000 (100 mg/ml) in eine Kristallisa- 
10 tionsschale gebracht. Die Schale wurde versiegert und bei 4 °C aufbewahrt. Nach 1-3 Tagen hatten sich in 
alien 4 Vertiefungen Kristalle gebildet, die sich mit der Zeft teilweise noch vergrdsserten. 

Die Kristalle wurden von den flussigen Phasen durch Zentrlfugieren abgetrennt, mit 0.05M HEPES 
(pH 7,1), enthaltend 10 % PEG 4 000, gewaschen und in 0.05M HEPES (pH 7,1) geldst. Die Bioassays dieser 
Ldsungen zeigten, dass die Kristalle Interferon-Aktivitat aufwiesen und zwar uber 90% der Aktivitat der 
15 ursprunglichen Kristalle. Gel-elektrophoretisch ergab sich kein Unterschied zwischen kristaflinem und 
nicht-kristallinem rIFN-aA. 

Die folgende Tabelle fasst die Ergebnisse der Kristallisation von rIFN-aA bei verschledenen pH- 
Werten zusammen : 

20 Tabelle 
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Kristalle 


Ueberstand 


Antivirale 
(E/ml) 


Aktivitat 
(%) 


Antivirale 
tE/ml) 


Aktivitat 
<*) 


pH 5 
pH 7 
pH 8 


4,0 x 10 8 
6,0 x 10 8 
8,0 x 10 8 


94 
99 
99 


2,5 x 10 7 
4,5 x 10 6 
4,5 x 10 6 


6 
1 
1 



Es ist nicht erforderlich, das Interferon aus konzentrierten Ldsungen zu kristallisieren. Mikrokristalle 
treten bereits in Ldsungen von 0,2 mg/ml Interferon, 10% PEG auf. Diese Methode kann daher auch zur 
Konzentrierung von verdunnten Interferon-Ldsungen verwendet werden. Wie aus der obigen Tabelie 
hervorgeht. liefert die Kristallisation unter schwach basischen Bedingungen, d. h. bei pH 8, kristallines 
AO Interferon in quantitativer Ausbeute und mit der hdchsten spezifischen Aktivitat. 

Die Human-Leukocyten-lnterferone in kristalliner Form kdnnen in der gleichen Weise in pharmazeuti- 
schen Priparaten verwendet werden wie die entsprechenden bekannten, gereinigten und homogenen 
naturlichen, rekombinanten und hybriden Interferone. 

45 

PatentansprQche (fur die Vertrags^taaten : BE, CH, DE, FR. GB. IT, LI. LU, NL, SE) 

1. Human-Leukocyten-lnterferon (IFN-a) in kristalliner Form. 

2. Interferon gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um naturliches IFN-a 
50 handelt 

3. Interferon gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um rekombinantes IFN-a 
handelt. 

4. Interferon gemass Anspruch 1, .dadurch gekennzeichnet. dass es sich um ein hybrides rekombi- 
nantes IFN-a handelt. 

55 5. Rekombinantes Human-Leukocyten-lnterferon A (rIFN-aA) in kristalliner Form. 

6. interferon gemass einem der Anspruche 1-5 als pharmazeutischer Wirkstoff. 

7. Verfahren zur Hersteiiung von Human-Leukocyten-lnterferon in kristalliner Form, dadurch 
gekennzeichnet, dass man eine wassrige Losung des Interferons mit einer Konzentration von mindestens 
etwa 0,2 mg/m! mit Polyethylenglykol (PEG) behandelt. 

60 8. Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um naturliches IFN-a 
handelt. 

9. Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um ein rekombinantes IFN-a 
handelt. 

10. Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um ein hybrides 
65 rekombinantes IFN-a handelt. 
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11. V rfahren g mass Anspruch 7, dadurch g kennzeichnet, dass es slch urn rekombinantes Human- 
Leu kocyten-lnterf ron (rIFIM-aA) handelt. 

12, Verfahren gemass Anspruch 11, dadurch gekennz ichnet, dass man PEG 4 000 v rwendet und 
dessen Endkonz ntration 20-100 mg/ml betragt. 

5 13. V rfahr ng mass Anspruch 12, dadurch g k nnzefchn t, dass der pH-W rt der Losung wahrend 
der Kristallisation etwa 8,0 betragt. 

14. Verfahren gemass Anspruch 12, dadurch gekennzelchnet, dass die Konzentration des Interferons 
In der Ausgangsldsung etwa 5,0 mg/ml betragt. 

15. Pharmazeutische Praparate enthaltend Human-Leukocyten-lnterferon In krfstalllner Form als 
10 aktiven Bestandtell. 

i 

Patentanspruche (fur den Vertragsstaat AT) 

15 1. Verfahren zur Herstellung von Human-Leu kocyten-lnterf eron In kristalliner Form, dadurch 
gekennzelchnet, dass man eine wassrige Losung des Interferons mit einer Konzentration von mindestens 
etwa 0,2 mg/ml mit Potyethylenglykol (PEG) behandelt. 

2. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn naturliches IFN-a 
handelt. 

20 3. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn ein rekombinantes IFN-a 
handelt. 

4. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn eln hybrldes rekombi- 
nantes IFN-a handelt. 

5. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es slch urn rekombinantes Human- 
25 Leukocyten-lnterferon (riFN-aA) handelt 

6. Verfahren gemass Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass man PEG 4 000 verwendet und 
dessen End konzentration 20-100 mg/ml betragt. 

7. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzelchnet, dass der pH-Wert der Losung wahrend 
der Kristallisation etwa 8,0 betragt. 

30 8. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration des Interferons in 
der Ausgangsldsung etwa 5,0 mg/ml betragt. 
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Claims (for the Contracting States : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE) 



1. Human leukocyte Interferon (IFN-a) in crystalline form. 

2. Interferon in accordance with claim 1, characterized in that it is natural IFN-a. 

3. Interferon in accordance with claim 1, characterized In that it is recombinant IFN-a. 

4. Interferon in accordance with claim 1, characterized in that it is a hybrid recombinant IFN-a. 
40 5. Recombinant human leukocyte interferon A (riFN-aA) In crystalline form. 

6. Interferon in accordance with any one of claims 1-5 as a pharmaceutical ly active substance. 

7. A process for the manufacture of human leukocyte interferon in crystalline form, characterized by 
treating an aqueous solution of the interferon at a concentration of at least about 0.2 mg/ml with 
polyethylene glycol (PEG). 

45 8. A process in accordance with claim 7, characterized in that the interferon is natural IFN-a. 

9. A process in accordance with claim 7, characterized In that the Interferon is a recombinant IFN-a. 

10. A process in accordance with claim 7, characterized in that the interferon is a hybrid recombinant 
IFN-a. 

11. A process in accordance with claim 7, characterized in that the Interferon is recombinant human 
50 leukocyte interferon (rIFN-aA). . 

12. A process tn accordance with claim 11, characterized in that PEG 4 000 is used and its final 
concentration is 20-100 mg/ml. 

13. A process in accordance with claim 12, characterized in that the pH value of the solution during 
the crystallization is about 8.0. 

55 14. A process in accordance with claim 12, characterized in that the concentration of the Interferon 
in the starting solution in about 5.0 mg/ml. 

15. A pharmaceutical preparation containing human leukocyte interferon In crystalline form as the 
active ingredient. 
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Claims (for the Contracting State AT) 



1. A process for the manufacture of human leukocyte interferon in crystalline form, characterized by 
treating an aqueous solution of the interferon at a concentration of at least about 0.2 mg/ml with 
65 polyethylene glycol (PEG). 
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2. A process In accordance with claim 1, characterized in that the interferon is natural IFN-a. 

3. A process in accordance with claim 1, characterized in that th interferon is a recombinant IFN-a. 

4. A process in accordance with claim 1 , characterized in that th interferon is a hybrid recombinant 
IFN-a. 

5 5. A process in accordance with claim 1, characterized in that the interferon is recombinant human 
leukocyte Interferon (rIFN-aA). 

6. A process in accordance with claim 5, characterized in that PEG 4 000 is used and its final 
concentration is 20-100 mg/ml. 

7. A process in accordance with claim 6, characterized in that the pH value of the solution during th 
10 crystallization Is about 8.0. 

8. A process in accordance with claim 6, characterized in that the concentration of the interferon in 
the starting solution is about 5.0 mg/ml. 



15 Revendications (pour les Etats contractants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE) 

1. Interferon de leucocytes humains (IFN-a) sous forme cristalline. 

2. Interferon selon la revendicatlon 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'IFN-a natural. 

3. Interferon selon la revehdication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'IFN-a recombinant. 

20 4. Interferon selon la revendicatlon 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'un IFN-a recombinant hybride. 

5. Interferon de leucocytes humains recombinants A (rIFN-aA) sous forme cristalline. 

6. Interferon selon I'une des revendications 1-5 comme substance active pharmaceutique. 

7. Procede de preparation d'interferon de leucocytes humains sous forme cristalline, caracterise n 
ce qu'on traite une solution aqueuse de I'interferon avec une concentration d'au moins environ 0,2 mg/ml 

25 avec du polyethylenegiycol (PEG). 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il s'agit d'IFN-a natural. 

9. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il s'agit d'un IFN-a recombinant. 

10. Procede selon la revendication 7, caracterisS en ce qu'il s'agit d'un IFN-a recombinant hybride. 

11. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il s'agit d'un interferon de leucocytes 
30 humains (rIFN-a) recombinant. 

12. Procede selon la revendication 11. caracterise en ce qu'on utilise du PEG 4 000 et en ce que sa 
concentration finale s'eleve a 20-100 mg/ml. 

13. Proced§ selon la revendication 12, caracterise en ce que le pH de la solution pendant la 
cristallisation s'eleve a environ 8,0. 

35 14. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que la concentration de I'interferon dans la 
solution de depart s'eleve a environ 5,0 mg/ml. 

15. Preparations pharmaceutiques contenant de I'interferon de leucocytes humains sous forme 
cristalline comme composant actif. 



Revendications (pour I'Etat contractant AT) 

1. Procede de preparation d'interferon de leucocytes humains sous forme cristalline, caracterise en 
ce qu'on traite une solution aqueuse de i'interferon a une concentration d'au moins environ 0,2 mg/ml 

45 avec du polyethylenegiycol (PEG>. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'IFN-a natural. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'un IFN-a recombinant. 

4. Procede selon la revendicatlon 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'un IFN-a recombinant hybrid . 

5. Procede selon la revendicatlon 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'un interferon de leucocytes 
50 humains recombinants (rIFN-aA). 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce qu'on utilise le PEG 4 000 et en ce que sa 
concentration finale s'eleve a 20-100 mg/ml. 

7. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le pH de la solution pendant la 
cristallisation s'eleve a environ 8,0. 

55 8. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la concentration de I'interferon dans la 
solution de depart s'dleve a environ 5,0 mg/ml. 
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